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1. MDSC2§ƆÐ@5ŷıĸ
C57BL/6J ŚƧäiLW (8-10 Ɠƶ) 2ÅůƳ@5ŬƳAƳƴŝŪGªƩƹ40 ng/ml IL-6
(PEPROTECH) @540 ng/ml GM-CSF (PEPROTECH) G³<RPMI-1640 (10% FBS) 1,4üƠ¾Ʊ!
C.-MDSC6.§rƆÐ&ƺ©ÅźĦƹź|ŇĖĦ (]jm@Bz)ƹ¬ƱĊĦ (QmUN@B
z) @5°ŒURaoƣÌŷ3DMSO1,ħſƹMDSC§ƆÐ¾¼|1,ĸ&ƺ 
2. cpsTK`k`ns
§ƆÐ&MDSC (1.0 x 106 cells) G rat anti-mouse CD16/CD32 (BD Pharmingen™) 1,Fc blocking
&Þƹrat anti-mouse CD11b-FITC (M1/70, BD Pharmingen™) @5 rat anti-mouse Gr-1-PE (RB6-8C5, 
BD Pharmingen™) -ĉŴƹBD FACSAria (BD Bioscience) 1,CD11b@5Gr-1{ƦäŝŪGMDSC
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3. Western blotting 
§ƆÐ&MDSCAñ&whole-cell lysates (20 µg) G 10% polyacrylamide gel-SDS-PAGE-
ƩÞƹPVDFŰ1ƍ&ƺƍ&PVDFŰ3 5% skim milk-dp\OqRƹphospho-Stat3 (Tyr705) 
(D3A7) XP® rabbit mAb (Cell Signaling) :&3Stat3 (124H6) mouse mAb (Cell Signaling) 1,1Ēï­
ãGŸ)& (4ºCƹ8 ÿƠ)ƺ$2Þƹ2 Ēï­ãGŸƹSuperSignal West Femto Maxmum Sensitivity 
Substrate (Pierce) 1@Bï­ãGČ&ƺ 
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:"ƹ©ÅźĦ2MDSCîĻ2ŷĸÈņđÖ2ſþGňô&ƺMDSC3$2ƲŝŪ-CĂİ
ƳƴŝŪ (IMC) A§ƹA1iQpcIsV?ƭřķ0/2ŞăŝŪ6.A1§!C.ŊAD
Cƺß),ƹ©ÅźĦ2MDSCîĻ13ƹ IMCA2§îƹ MDSC2ŝŪēƆÐƹ	 MDSC
AŞăŝŪ62§ (ŭ§) Ɣƹ.)& 3*2¯ūäŨAD&ƺŗt1MDSC2ŝŪē1Ï!C
©ÅźĦ2ĻGƇ7C&=ƹ§ƆÐÞ2MDSCG 7-aminoactinomycin D (7-AAD) -ĉŴƹcpsT
K`ksZs1, apoptosisŝŪùGĥÉ&.EƹƦäÏįŷ-Cmitomycin C (1 µg/ml) -ƅ=AD&
@0ưŶ0ŝŪē3ƹ©ÅźĦ2ĸ (0.1-1 mg/ml) -3ƅ=AD0)& (Fig. 1)ƺŗ~1ƹMDSC
A$22ŝŪ62§1Ï!CĻGƇ7C&=ƹ§ƆÐÞ2MDSC1©ÅźĦGĸƹMDSCù
GƇ7&ƺ$2šĈƹSq`pso2MDSC3ƹIL-6@5GM-CSFÇ»x1,>ŠÿƠņ1ĤÑ&ƺ
tûƹ2ÿ©ÅźĦGĸ,>MDSC2ĤÑĵ3ÃFA"ƹĤÑÿƠ>Sq`pso.89² -)
& (Fig. 2) .Aƹ©ÅźĦ3MDSC2ŝŪē?ŭ§1ÜƬ0.þA.0)&ƺŗv1ƹIMC
A MDSC 62§1Ï!C©ÅźĦ2ĻGƄŝ1ſć&ƺMDSC 13ƹƭřķ½ (PMN-MDSC: 
Ly-6G+) .ªķ½ (M-MDSC: Ly6C+) 22*2TdX\`Ç»ƹDA2*2½3 IMCA$D%D
ŉ÷§!CƺĄ¾ƱŚ->ƹƳƴAªƩ&ŉÞ3ƹPMN-MDSCś 70%ƹM-MDSCś 30%.
¢±-Ç»,CƺDAMDSC2¢±3ƹin vitro-2§ƆÐ2ƕő-ƒƍƹM-MDSC.0
C (Fig. 3A)ƺ2§ƕő1Ï!C©ÅźĦ2ĻGČƁ&.EƹM-MDSC.0C¾ƱÞ24
48ÿƠ-ƹ©ÅźĦ3M-MDSCùGŶþ1ĤÑ#& (Fig. 3B)ƺtûƹPMN-MDSC13Ŷþ0ÜƬ
0)& (_sZŎ") .Aƹ©ÅźĦ3 IMCAM-MDSC62§GîƹMDSCùGĤÑ
#C.þA.0)&ƺ 
Ē1ƹ©ÅźĦ2MDSC§îĻ1ơFCđÖGþA1!C&=ƹMDSC§1ơFC.DC
Ď0ŝŪURao2ƣÌŷGĻƹ©ÅźĦ2Ļ.ĕƎ&ƺ$2šĈƹSTAT3ƣÌŷcucurbitacin Iƹ
p38ƣÌŷSB203580ƹPI3-kinsaseƣÌŷLY294002©ÅźĦ.²Ď1MDSCùGĀç1ĤÑ#& (Fig. 
4)ƺ$-ƹDAURaoÆ2Ğä§1*,nqƚ§Gôď.,western blotting1@BƇ7&.Eƹ
©ÅźĦ3MDSC|2p38nqƚ§138.H/ÜƬ0)&ƺtûƹSq`pso2MDSC1,ƹ
STAT32nqƚ§3 IL-6@5GM-CSFĸ6ÿƠÞ.č=,ā§AŶþ1Ɣ&ƹ©Åź
ĦGĸ& MDSC -32 6 ÿƠÞƤ,2ZKjhKq`1, STAT3 2nqƚ§îD& 
(Fig. 5)ƺPI3-kinase1Ï!CĻ3Ķ»ČƁ|-3CƹSTAT32nqƚ§M-MDSC62§1ƛż-
C.GŨ#C.ƹÑ0.>©ÅźĦ3tƙSTAT32Ğä§GƣÌ!C.- IMCAM-MDSC
62§Gî,C.ŨAD&ƺ 
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ţ,ƹŹņ0ź -C©ÅźĦƹź|ŇĖĦ@5¬ƱĊĦ2MDSC1Ï!CĻGĕƎČƁ
&ƺ°ź 2MDSC§1Ï!CĻGČƁ&.Eƹź|ŇĖĦ (0.1-1 mg/ml) 3D18.H/ÜƬ
0)&>22ƹ¬ƱĊĦ (0.05-0.5 mg/ml) 3©ÅźĦ.²Ď1ī×Çņ1 MDSC §Gî& 
(Fig. 6)ƺŲµġ.1ƹMDSC 2½1Ï!CĻGČƁ&.EƹƐ2.B©ÅźĦ2Ļ3
M-MDSC1Ï!CƗðäƵ)&21Ïƹ¬ƱĊĦ3 PMN-MDSC.M-MDSC1Ï,²Ď1ĤÑ
ĻGŎ&ƺ2šĈ.tű,ƹPMN-MDSC2}0ŀî¹Æ-CROSĺĹ1Ï,>ƹ¬ƱĊ
Ħ3©ÅźĦ@B>ÛîĻGŎ& (Fig. 7)ƺDA2šĈAƹź 2|->ƹ©ÅźĦ.¬Ʊ
ĊĦ3 MDSC §îĻG>(ƹD{ź 2ŮŃŀƋĞ1ïŮŃ¦Ĉ1Íz!C¯ūäCƺ
$2tû-ƹ2 2 *2ź 3ïŮŃ¦ĈGŎ!HŒ?iLWŚŢ1ƖC.>F),C&=ƹ
MDSC2½1Ï!CĻ2Ɩ&ź 2ĻĲäGĹ;!tż¹.0),C.>ŨADƹ
ƪÔ1Ųµġƺ 
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ĄŋŔ2ëŤAƹ©ÅźĦ3ĂİƳƴŝŪAM-MDSC62§Gî!C.-MDSCGĤÑ#ƹ
$2ŀîū:->x#C.þA.0)&ƺA1ƹź .1MDSC1Ï!CĻ2Ɩ>ƅ
=ADƹDź 2ĻĲä1ťC¯ūäŨAD&ƺĶ»ƹ©ÅźĦ2MDSC§îĻ.ïŮ
Ń¦Ĉ2ơ1*,A1Ƒė,CƹĄŋŔ2ëĈ3ƹH§Èńě2ź¥ęń.,ź GĻC
.2ĀĻäƹA13MDSCGďņ.&úžHŀńě2ƟŅ1ťC'-0ƹĎ0Łé1Ï
,ŏÈņ0ċó1¿+ź 22ƛżäGŎ·!CƪÔ1çŧġŊŽ-C.Ũ,Cƺ 
:&ƹƏÕ-3ŮŃŀ2ƣÌ¹Æ-CPD-11Ï!C|¶ï-CïPD-1ï (bgoid) 1@C
úžHŀńěƷŀ[M\QhKq`ƣÌŷƸtÉ2¦ĈGõ,Ctû-ƹ$2ƵƯ0¨ńƊ (3,000
u/Õ) ¸Ʈ.0),CƺĄŋŔ-Ž&ź 2MDSCîĻ3ƹbgoid1@CTŝŪî2ſ
ƥ.3Ŀ0ClbsQ0>2-Bƹß),ƹ2{ŷı2Ļ3ƹŮŃŀ2xGÙƌ! 2 *2
żŜG²ÿ1ſƥ!CƪÔ1¦Ĉņ0SqXe`.0C¯ūäƵƺ2Ļńě2Ê¦äGŖƂ-D4ƹ
ľāņ0Hŀńě10C.3>(EHƹbgoid2ĤƝ1>ťBƹ¨ńŠģÈņ0ƉĴ3ƀBŊD
0.Ũ,Cƺ 
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様式１-５ 
種目（一般研究Ⅰ） 
	
	
	
	
	
	
	
	
Fig. 1. 十全大補湯は MDSC の apoptosis を誘導しなかった 
IL-6およびGM-CSFにより骨髄細胞からMDSCを分化誘導中に十全大補湯 (0.1-1 mg/ml) またはmitomycin C (1 
µg/ml) を添加処理し，7-AAD陽性細胞数をフローサイトメトリー法により解析した．Mean ± S.E. (n=3). 
	
	
	
	
	
	
	
Fig. 2. 十全大補湯は MDSC の脱分化を誘導しなかった 
IL-6およびGM-CSFを含む培地にて骨髄細胞を4日間培養し，MDSCを分化誘導した．分化誘導後の細胞に十全大
補湯 (1 mg/ml) を添加処理し，24または48時間後のMSDC数をフローサイトメトリー法により解析した．Mean ± 
S.E. (n=3). 
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Fig. 3. 十全大補湯は M-MDSC の分化を抑制した 
A: 骨髄細胞に IL-6 および GM-CSF を処理し，MDSC を分化誘導した．分化誘導 1-4 日後に PMN-MDSC 
(Ly-6G+) およびM-MDSC (Ly-6C+) 数をフローサイトメトリー法により解析した． 
B: IL-6 およびGM-CSF によりMDSCを分化誘導中に十全大補湯 (1 mg/ml) を添加処理し，M-MDSC数をフ
ローサイトメトリー法により解析した．Mean ± S.E. (n=4), *; p < 0.05. 
	
	
	
Fig. 4. STAT3 阻害薬は濃度依存的に MDSC の分化を抑制した 
IL-6 およびGM-CSFによりMDSCを分化誘導中に各濃度のU0126，PD98059，cucurbitacin I，SB203580，
SP600125 またはLY294002 を添加処理し，MDSC数をフローサイトメトリー法により解析した．Mean ± S.E. 
(n=4), *, ** and ***; p < 0.05, 0.01, and 0.001 vs. control. 
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Fig. 5. 十全大補湯は MDSC の STAT3 リン酸化を抑制した 
IL-6 およびGM-CSFによりMDSCを分化誘導中に十全大補湯 (0.5 mg/ml) を添加処理し，whole-cell lysates
を抽出した．リン酸化STAT3 (p-STAT3)，STAT3，リン酸化 p38 (p-p38) および p38 発現量はwestern blotting
により検出した． 
	
	
	
	
	
	
Fig. 6. 十全大補湯および人参養栄湯は MDSC の分化を抑制した 
IL-6 およびGM-CSFによりMDSCを分化誘導中に各濃度の十全大補湯，補中益気湯または人参養栄湯を添加
処理し，MDSC数をフローサイトメトリー法により解析した．Mean ± S.E. (n=4), *; p < 0.05 vs. control.	
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Fig. 17. The effect of inhibitors on MDSC
A and B: BM cells were cultured with GM-CSF (40 ng/ml), IL-6 (40 ng/ml) and inhibitors (1 and 10 µM)
for 12 h (A) and 96 h (B). Arginase-1 and iNOS mRNAwas detected by RT-PCR. C: BM cells were cultured
with GM-CSF (40 ng/ml), IL-6 (40 ng/ml) and Juzentaihoto (0.5 mg/ml) for indicated times. Expression of
phospho-p38 and p38 were measured by western blotting. Each data represents the mean  S.D. (n=3). *,
** and ***: p < 0.05, 0.01 and 0.001 vs. Control by Newman.
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Fig. 7. 人参養栄湯は PMN-MDSC の分化を抑制し，ROS 産生を低下させた 
A: IL-6 および GM-CSF により MDSC を分化誘導中に各濃度の十全大補湯または人参養栄湯を添加処理し，
PMN-MDSC (Ly-6G+) およびM-MDSC (Ly-6C+) 数をフローサイトメトリー法により解析した．Mean ± S.E. 
(n=4). 
B: IL-6およびGM-CSFによりMDSCを分化誘導中に十全大補湯 (0.5 mg/ml) または人参養栄湯 (0.5 mg/ml) 
を添加処理し，DCFDA陽性細胞数をフローサイトメトリー法により解析し，ROS 産生を評価した． 
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